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　　摘要：目的　 探讨促血管生成素 ２（Ａｎｇ２）、缺氧诱导因子 １α（ＨＩＦ１α）及血管内皮生长因子

（ＶＥＧＦ）与肝细胞癌血管形成的关系。方法　检测 ５２例肝癌组织中 Ａｎｇ２，ＨＩＦ１α及 ＶＥＧＦｍＲＮＡ及

蛋白的表达，对共表达的肝癌组织进行微血管计数。结果　ＲＴＰＣＲ显示，５２例肝癌组织中有 ３８例

共表达 Ａｎｇ２ｍＲＮＡ，ＨＩＦ１αｍＲＮＡ和 ＶＥＧＦｍＲＮＡ，且两两之间呈明显正相关（分别为 ｒ＝０．７８３，Ｐ ＜

０．０１；ｒ＝０．４２７，Ｐ ＜０．０５；ｒ＝０．４３３，Ｐ ＜０．０５）；免疫组化发现，５２例肝癌组织 ３６例共表达

Ａｎｇ２，ＨＩＦ１α和 ＶＥＧＦ蛋白。共表达 Ａｎｇ２ｍＲＮＡ，ＨＩＦαｍＲＮＡ和 ＶＥＧＦ蛋白的 ３８例肝癌组织中，平均

微血管数［（４５．４±８．９０）个／ＨＰ］，明显高于非共表达组［（１３．６±３．３０）个／ＨＰ］（Ｐ＜０．０５）。结

论　Ａｎｇ２，ＨＩＦ１α和 ＶＥＧＦ与肝癌的新生血管形成有关；肿瘤组织缺氧可能是其始动因素。

关键词：肝细胞癌／病理学；促血管生成素；缺氧诱导因子；血管生长因子

中图分类号：Ｒ７３０．２６１　　　　文献标识码：Ａ

Ｅｆｆｅｃｔｏｆａｎｇｉｏｐｏｉｅｔｉｎ２，ｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃｔｏｒ１αａｎｄｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ

ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｏｎａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓｉｎｈｕｍａｎｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ

ＹＵＡＮＹｕｆｅｎｇ，ＬＩＵＺｈｉｓｕ，ＨＥＹｕｅｍｉｎｇ，ＱＩＡＮＱｕｎ，ＷＡＮＧＢｉｃｈｅｎｇ，
ＪＩＡＮＧＣｏｎｇｑｉｎｇ，ＷＵＹｕｎｈｕａ，ＡＩＺｈｏｎｇｌｉ
（ＤｅｇｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＧｅｎｅｒａｌＳｕｒｇｅｒｙ，ＺｈｏｎｇｎａｎＨｏｓｐｉｔａｌ，ＷｕｈａｎＵｎｉｖｅｈｒｓｉｔｙ，Ｗｕｈａｎ４３００７１，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃｔｏｒ１α、ａｎｇｉｏｐｏｉｅｔｉｎ２ａｎｄ
ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒａｎｄａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓｉｎｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ（ＨＣＣ）．Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃｔｏｒ１α、ａｎｇｉｏｐｏｉｅｔｉｎ２ａｎｄｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｍＲＮＡ ｗａｓ
ｄｅｔｅｃｔｅｄｉｎ５２ＨＣＣｓｕｒｇｉｃａｌｓｐｅｃｉｍｅｎｓ．Ａｎｄｍｉｃｒｏｖｅｓｓｅｌｄｅｎｓｉｔｙ（ＭＶＤ）ｉｎｔｉｓｓｕｅｓｐｅｃｉｍｅｎｓｏｆｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈ
ｃｏｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｈｅｐａｒａｍｅｔｅｒｓｗａｓｅｘａｍｉｎｅｄ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ｏｆｔｈｅ５２ｓｕｒｇｉｃａｌｓｐｅｃｉｍｅｎｓ，３６ｃａｓｅｓｈａｄｏｖｅｒ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＨＩＦα、ａｎｇｉｏｐｏｉｅｔｉｎａｎｄＶＥＧＦｐｒｏｔｅｉｎ，ａｎｄｃｏｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＨＩＦαａｎｄａｎｇｉｏｐｏｉｅｔｉｎａｎｄＶＥＧＦ
ｍＲＮＡｉｎ３８ｏｆ５２ｃａｓｅｓ．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＨＩＦα、ａｎｇｉｏｐｏｉｅｔｉｎｗａｓｒｅｌａｔｅｄｗｉｔｈｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＶＥＧＦ
（ｒ１＝０．７８３，Ｐ＜０．０１，ｒ２＝０．４２７，Ｐ ＜０．０５，ｒ３＝０．４３３，Ｐ ＜０．０５）．Ｉｎｔｈｅｃａｓｅｓｏｆｏｖｅｒ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＨＩＦα、ａｎｇｉｏｐｏｉｅｔｉｎａｎｄＶＥＧＦｐｒｏｔｅｉｎａｎｄｍＲＮＡ，ｔｈｅａｖｅｒａｇｅＭＶＤｗａｓ［（４５．４±８．９０）／
ＨＰ］ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｏｆｃａｓｅｓｗｉｔｈｎｏｎｃｏｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｇｒｏｕｐ［（１３．６±３．３０）／ＨＰ］（Ｐ ＜
０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　ＨＩＦα、ａｎｇｉｏｐｏｉｅｔｉｎａｎｄＶＥＧＦａｒｅｐｏｓｓｉｂｌｅａｎｇｉｏｇｅｎｉｃｆａｃｔｏｒｓｉｎｔｈｅａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓｉｎ
ＨＣＣ．Ｔｕｍｏｒｔｉｓｓｕｅｈｙｐｏｘｉａｍａｙｂｅｔｈｅｉｎｉｔｉａｔｉｎｇｆａｃｔｏｒ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ＨａｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒＣａｎｃｅｒ／ｐａｔｈｏｌ；Ａｎｇｉｏｐｏｉｅｔｉｎ；ＨｙｐｏｘｉａＩｎｄｕｃｉｂｌｅＦａｃｔｏｒ；ＶａｓｃｕｌａｒＧｒｏｗｔｈＦｏｃｔｏｒ
ＣＬＣｎｕｍｂｅｒ：Ｒ７３０．２６１　　　　　　Ｄｏｃｕｍｅｎｔｃｏｄｅ：Ａ

　　收稿日期：２００５－１１－２９；　修订日期：２００６－０５－３０。

　　作者简介：袁玉峰，男，湖北红安人，武汉大学中南医院主治医师，主要从事肝脏外科的基础与临床方面的研究。

　　通讯作者：袁玉峰　电话：０２７－６７８１２９６３；Ｅｍａｉｌ：ｙｕａｎｙｆ１９７１＠１６３．ｃｏｍ。



中国普通外科杂志　　　　　 　 　　　　　　　　　　　第１５卷

　　 肿瘤的生长依赖于新生血管的形成，血管内

皮生长因子（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）

及其受体系统与血管形成密切相关。近来发现促

血管生成素 ａｎｇｉｏｐｏｉｅｔｉｎ，Ａｎｇ）及其内皮细胞特异性

酪氨酸激酶受体（Ｔｉｅ２）系统是另一调节肿瘤血管

生成的途径。本研究采用逆转录多聚酶链反应

（ＲＴＰＣＲ）技术和免疫组化方法检测了原发性肝

癌、肝硬化及正常肝组织中 Ａｎｇ２，ＨＩＦ１α及 ＶＥＧＦ

ｍＲＮＡ及蛋白的表达，并对其表达进行相关分析，

以探讨三者在肝癌肿瘤血管生成中的作用。

１　材料与方法

１．１　标本来源及其资料收集

１．１．１　肝癌组　收集 ２００２年 ９月—２００５年 ３

月本院手术切除的新鲜肝癌标本 ５２例。迅速将

标本放入液氮中冷冻，然后置 －７０℃冰箱保存。

所有 标 本 经 常 规 病 理 学 检 查 证 实 为 肝 细 胞 癌

（ＨＣＣ）。５２例 ＨＣＣ中，男 ３７例，女性 １５例；年

龄 ２６～６７岁，平均（５０．６±７．２）岁。

１．１．２　肝硬化组织组　１４例。男 １１例，女性 ３

例；年龄 ２８～６５岁，平均（４９．４±６．８）岁。

１．１．３　外伤后切除的正常肝组织组　５例。男

４例，女性 １例；年龄 ２３～５９岁，平均（４６．９±５．

４）岁。

１．２　实验方法

１．２．１　ＲＮＡ的提取　半定量 ＲＴＰＣＲＴｒｉｚｏｌ法提

取 ＲＮＡ。所得 ＲＮＡ溶于无 ＲＮＡ酶的纯水中，用紫

外分光光度计对其定量后分别进行 ＲＮＡ电泳和

ｃＤＮＡ合成。２μＬｃＤＮＡ液加入 ２０μＬＰＣＲ体系中

（该体系含 ２．５μＬ１０×ＰＣＲ缓冲液，２００μｍｏｌ／Ｌ

ｄＡＴＰ，２００μｍｏｌ／Ｌ ｄＣＴＰ ，２００μｍｏｌ／Ｌ ｄＧＴＰ ，

２００μｍｏｌ／ＬｄＴＴＰ，５０ｐｍｏｌＨＩＦ１α，Ａｎｇ２，ＶＥＧＦ

和 ＧＡＰＤＨ引物，１ＵＴａｑ酶）。然后经 ＰＣＲ扩增，

条件为：９５℃ ３０ｍｉｎ，５６℃５ｍｉｎ，７２℃６０ｍｉｎ，

最后经 ７２℃延长 １０ｍｉｎ。共 ３０个循环。引物

ＨＩＦ１α，Ａｎｇ２，ＶＥＧＦ和内参照 ＧＡＰＤＨ由上海生工

公司合成。引物设计根据文献 ：ＨＩＦ１α基因引

物为 ５ＧＡＡＡＣＣＡＣＣＴＡＴＧＡＣＣＴＧＣ３和 ５ＧＴＣ

ＧＴＧＣＴＧＡＡＴＡＡＴＡＣＣＡＣＴＣ３；Ａｎｇ２基因引物

为 ５ＧＡＣＧＧＣＴＧＴＧＡＴＧＡＴＡＧＡＡＡＴＡＧＧ３和 ５

ＧＡＣＴＧＴＡＧＴＴＧＧＡＴＧＡＴＧＴＧＣＴＴＧ３；ＶＥＧＦ引

物为 ５ＴＴＧＣＣＴＴＧＣＴＧＣＴＣＴＡＣＣＴＣ３和 ５ＴＧＣ

ＡＴＧＧＴＧＡＴＧＴＴＧＧＡＣＴＣ３；内参照 ＧＡＰＤＨ的引

物为 ＧＧＴＣＧＧＡＧＴＣＡＡＣＧＧＡＴＴＴＧＧＴＣＧ和 ＴＣＣ

ＧＡＣＧＣＣＴＧＣＴＴＣＡＣＣＡＣ。扩增产物在 ２％琼脂

糖凝胶电泳后，用 ＪＳ３８０自动凝胶图像分析仪对

所获得的条带行半定量分析。

１．２．２　免疫组化　采用 ＳＰ法，操作按说明书进

行。以磷酸盐缓冲生理盐水溶液（ＰＢＳ）置换一

抗，其余步骤相同作为阴性对照。所用一抗均购

自迈新公司。结果判断标准：阳性反应为棕黄色

染色。光镜下按细胞显色有无及深浅记分：０为

无色；１为浅色；２为深色。按显色细胞所占比例

分 １为 １／２以下；２为 １／２以上。上述两分值之

乘积决定最终评分：阴性为 ０分（－）；弱阳性为 １

～２分（＋）；强阳性为 ４分（＋＋）。以 ＣＤ３４标

记微血管密度（ＭＶＤ）。

１．３　统计学处理

定量资料多组间比较采用单因素方差分析；

半定量等级资料的比较采用秩和检验；用 Ｓｐｅａｒｍａｎ

等级相关检验分析组间相关性。

２　结　果

２．１　ＲＴＰＣＲ结果

在肝 癌组织 和肝 硬化组 织中 均可 见 Ａｎｇ２，

ＨＩＦ１α和 ＶＥＧＦ阳性表达的条带，但肝癌组织中

表达更明显，而正常肝组织则无明显表达（图 １）。

半定量分析表明 Ａｎｇ２，ＨＩＦ１α和 ＶＥＧＦｍＲＮＡ的

表达水平肝癌组和肝硬化组明显高于正常肝组织

（Ｐ ＜０．０５），但 ＨＣＣ组织和肝硬化组织中 ３指标

的表达水平无统计学差异（表 １）。Ｓｐｅａｒｍａｎ等级

相关 分 析 显 示：ＨＣＣ 中 的 Ａｎｇ２ ｍＲＮＡ 与 ＨＩＦ

１αｍＲＮＡ的表达水平呈正相关（ｒ＝０．７８３，Ｐ ＜

０．０１）；ＨＩＦ１αｍＲＮＡ与 ＶＥＧＦｍＲＮＡ的表达水平呈

正相关（ｒ＝０．４２７，Ｐ ＜０．０５），Ａｎｇ２ｍＲＮＡ与

ＶＥＧＦｍＲＮＡ的表达水平亦呈正相关（ｒ＝０．４３３，

Ｐ ＜０．０５）。

２．２　ＨＣＣ组织中 Ａｎｇ２，ＨＩＦ１α和 ＶＥＧＦ免疫组

化结果

阴性对照均无阳性染色。Ａｎｇ２阳性染色主要

位于 胞 浆，ＨＩＦ１α阳 性 染 色 位 于 胞 核 和 ／或 胞

浆，ＶＥＧＦ阳性染色主要位于胞浆（图 ２ａ－ｄ）。

６２５
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１：肝癌组织；２：肝硬化组织；３：正常肝组织

Ａ：ＧＡＰＤＨ；Ｂ：Ａｎｇ２；Ｃ：ＨＩＦ１α；Ｄ：ＶＥＧＦ

图 １　肝癌组织，肝硬化组织和正常肝组织中 Ａｎｇ２，ＨＩＦ

１α，ＶＥＧＦ的电泳图

表 １　肝癌、肝硬化和正常肝组织中 Ａｎｇ２，ＨＩＦ１α和

ＶＥＧＦｍＲＮＡ的表达（ｘ±ｓ）

被检测组织 例数 ＨＩＦ１α Ａｎｇ２ ＶＥＧＦ

肝癌 ５２ １．０６±０．２０１） １．３２±０．２１１） ０．７９±０．１８１）

肝硬化 １４ ０．９３±０．１０１） ０．８５±０．１４１） ０．７２±０．１１１）

正常肝 ５ ０．２８±０．０５ ０．３１±０．０７ ０．２６±０．０５

　　注：与其正常肝组比，Ｐ＜０．０５

ａ：Ａｎｇ２ ｂ：ＨＩＦ１α ｃ：ＶＥＧＦ ｄ：ＣＤ３４

图２　ＨＣＣ组织中Ａｎｇ２，ＨＩＦ１α，ＶＥＧＦ，ＣＤ３４免疫组织化阳性染色（×４０）

　 ＨＣＣ组织中 Ａｎｇ２，ＨＩＦ１α和 ＶＥＧＦ蛋白的阳性

表达率分别为（４１／５２），（３８／５２），（４５／５２）均明

显高于肝硬化组织（分别为 ７／１４，７／１４，８／１４）和

正常肝组织（分别为 ０／５，０／５，１／５）（Ｐ ＜０．０５）

（表 ２）。５２例 ＨＣＣ组织中，３６例共表达 ＨＩＦ１α，

Ａｎｇ２和 ＶＥＧＦ蛋白者，其平均微血管数 （４５．４±

８．９０）个／ＨＰ，明显高于非共表达组（１３．６±３．３０）

个／ＨＰ（Ｐ＜０．０５）。

表 ２　肝癌、肝硬化和正常肝组织中 Ａｎｇ２，ＨＩＦ１α和 ＶＥＧＦ蛋白的表达

被检测组织 例数
ＨＩＦ１α

（－） （＋） （＋＋）

Ａｎｇ２

（－） （＋） （＋＋）

ＶＥＧＦ

（－） （＋） （＋＋）

肝癌 ５２ １４ １６ ２２ １１ １７ ２４ ９ １７ ２８

肝硬化 １４ ７ ５ ２ ７ ４ ３ ６ ３ ５

正常肝 ５ ５ ０ ０ ５ ０ ０ ４ １ ０

２．３　ＨＣＣ 组织中 Ａｎｇ２，ＨＩＦ１α，ＶＥＧＦ及 ＭＶＤ

表达的相关性

Ｓｐｅａｒｍａｎ等级相关分析显示：ＨＣＣ中 Ａｎｇ２与

ＭＶＤ的 表 达 呈 高 度 正 相 关 （ｒ＝０．８０６，Ｐ ＜

０．０５）；ＶＥＧＦ与 ＭＶＤ的表达呈正相关（ｒ＝０．５１２，

Ｐ＜０．０５）；ＨＩＦ１α与 ＭＶＤ的表达亦呈正相关（ｒ

＝０．４７２，Ｐ＜０．０５）。

３　讨　论

研究表明，当肿瘤的体积超过 ２ｍｍ３时 ，若要继

续生长必须依赖于新血管的生成［１］。新生的血管

不仅提供肿瘤生长所需的营养物质，而且还利用其

作为转移的通道，通过血液循环将原发癌细胞送至

转移的靶器官。新生血管形成受到多种细胞因子

的调节，ＶＥＧＦ及其受体系统和 Ａｎｇ及其受体 Ｔｉｅ２

系统是调节肿瘤血管生成的两条重要途径［２］，它们

可能在肿瘤的发生、发展和转移过程中起重要作

用［３］，了解肿瘤新生血管形成的调控机制，有助于

寻找肿瘤治疗的新靶点［４］。

ＨＩＦ，ＶＥＧＦ及其受体系统在肿瘤血管生成中的

作用已有较多研究［５－６］，而 Ａｎｇ是近来发现的与血

管新生密切相关的家族。现已发现其中的 ４个成

员，即 Ａｎｇ１，Ａｎｇ２，Ａｎｇ３和 Ａｎｇ４。研 究较多 的 是

Ａｎｇ１和 Ａｎｇ２。人类 Ａｎｇ１基因位于染色体 ８ｑ２２．３

７２５
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～２３，其蛋白由 ４９８个氨基酸组成；它是血管稳定

因子，能抑制肿瘤的生长和肿瘤血管的生成。Ａｎｇ２

基因位于染色体 ８ｐ２３．１，其蛋白由 ４９６个氨基酸

组成，有一分泌信号肽，可启动肿瘤早期形成信号，

促进肿瘤血管形成［７－８］。

本研究运用半定量 ＲＴＰＣＲ和免疫组化方法研

究肝癌组织中 Ａｎｇ２，ＨＩＦ１α，ＶＥＧＦｍＲＮＡ和蛋白的

表达，发现肝癌组织中 ３指标的 ｍＲＮＡ表达水平均

明显高于正常肝组织，而且它们之间的表达呈正相

关；在共表达上述 ３种蛋白的肝癌组织中平均 ＭＶＤ

明显高于阴性表达组 。这些现象说明它们均直接

或间接参与了肝癌新生血管的形成，而且三者之间

存在着某种联系。Ｐｉｃｈｉｌｕｅ等［９］体外实验已证实缺

氧能够上调 Ａｎｇ２和 ＶＥＧＦｍＲＮＡ的表达，ＶＥＧＦ亦能

上调 Ａｎｇ２ｍＲＮＡ的表达。临床上常观察到肝癌组织

内部存在缺血坏死区，这说明肿瘤组织存在着缺

氧。根据 Ｐｉｃｈｉｌｕｅ等体外实验结果和本实验结果，笔

者推断，当肝癌生长到一定体积时（如 ＞２ｍｍ３），肿

瘤组织由于缺氧导致缺氧诱导因子的表达，然后诱

导 Ａｎｇ２的表达；Ａｎｇ２与内皮细胞 Ｔｉｅ２受体特异性

地结合，诱导内皮细胞分裂、移位，使新生血管呈非

出芽式生长。当然这种方式生长的血管壁基质稀

少，周边细胞样细胞缺如，胶原排列紊乱，故很不稳

定，只有在延迟性升高的 ＶＥＧＦ的作用下，内皮细胞

发生迁移，增殖，才能形成新生血管［１０］。

本研究发现，Ａｎｇ２，ＨＩＦ１α和 ＶＥＧＦ与肝癌的

新生血管形成有关，缺氧可能是这一复杂病理生理

过程的起始环节。若针对这些作用靶点采取干预

措施，将有助于寻找肝癌新的治疗途径。
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本刊２００７年各期重点内容安排

本刊２００７年各期重点内容安排如下，欢迎赐稿。

第１期 乳腺、甲状腺外科 第７期 胆道外科

第２期 胆道外科 第８期 肝脏外科

第３期 肝脏外科 第９期 胃肠道外科

第４期 胃肠道外科 第１０期 胰腺外科

第５期 胰腺外科 第１１期 甲状腺、乳腺外科

第６期 血管、腔镜外科 第１２期 其他
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